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Fig. 1. M2D-PAGE of normal cat urine and diabetes mellitus cat urine.
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            Fig.2. M2D-PAGE of chronic renal failure cat urine
  (Group A : No.1, No.2; leakage type, Group B : No.3 -- No.7; non-leakage type).
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M2D－PAGE分析後，免疫染色法（ウエスタンプロッ
ト；WB）により各種抗ヒト血清を用いて，アルカ
リフォスファターゼ染色（AP法）による同定を試み
た結果，Albのみを確認することができた（図は省
略）。また，今回入手することができた抗ネコAlb血
清を用いて同様に同定を試みた結果，抗ヒトAlb血
清を用いたときよりもより明瞭に検：出することがで
き（図は省略），これらのことよりエピトープが同一
種の抗体を用いてWBを行うことの有用性が示唆さ
れた。よってスポットaは免疫学的にAlbと同定で
きた。さらに，Alb付近に存在するスポットb，　dお
よびfについて再検討するため，各々のスポットが
一番濃く現れていた検体を用いて100倍濃縮をそれ
ぞれ行った後，再度検体尿と100倍濃縮尿をM2D－
PAGE分析後，　WBのAP法により同定を試みた。そ
の結果，αrAT，　Hpx，　Tfにおいては，検体尿では確
認することはできなかったが，100倍濃縮尿では同
定できた。しかしα1－ATでは複数のスポットが出現
し，α1－ATの遺伝型と推察された。また，　Tfでは
zone現象により中ぬけしたことが観察されたが，こ
の原因として，M2D－PAGEを行う際に用いた100倍
濃縮尿の濃度に問題があり，抗原と抗体の最適条件
ではなかったことが考えられる。Tfに関しては，適
切な濃度の濃縮尿を用いてWBを行えば，より明瞭
に確認できることが期待される。図1のNo．8の検体
尿を用いたWBでは，　Alb以外のタンパク質を同定
することができなかった。これらのことは100倍濃
縮尿を用いたWBの結果から，αrAT，　Hpxおよび
Tfでは検体尿であったために濃度が薄すぎたこと，
Gc，α1M，β2MおよびPAでは，抗ヒト血清とネコ
血清との低反応性によるものと推察できる。
　ヒトの尿タンパク質のM2D－PAGE（未変性一未変
性）分析においては検体尿8μ1ならびに濃縮尿のス
ポット観察の報告がある6）。当研究室では，尿タン
パク質のM2D－PAGE分析を行なう上での課題の1つ
としで尿の濃縮法を検討している。100倍濃縮では，
MICROCON　YM－3を用いて遠心分離することで，
500μ1から5μ1まで濃縮操作を行なうため，透析膜
に沈着したタンパク質まで爽雑物として採取する危
険が考えられる。そのため正常ネコ，糖尿病ネコお
よび慢性腎不全ネコの尿をM2D－PAGE分析するにあ
たり濃縮操作を行わず，1次元目等電点電気泳動
（IEF）の通電方法にstep　width方式を取り入れ，検体
尿0．25μ1の微量でタンパク質をIEF分析すること
が，スポットを観察する上で有効であった。
　現在，ヒトでは糖尿病性腎症の早期診断には尿中
微量アルブミンの測定が用いられているが，分析結
果よりアルブミンの日差変動があることからも，微
量アルブミンが腎症の早期診断の鋭敏な指標である
とはいえず，アルブミンのみを診断指標とする危険
性が推察される。
　ところで，腎虚球体基底膜は，2つの選択的透過
性によって血漿タンパク質の尿細管への漏出をコン
トロールしている。1つはIV型コラーゲンを主体と
して形成されている網目構造によるタンパク質分子
の大きさの選択的透過性（size　barrier）である。もう
1つは，腎糸球体基底膜の構成成分の1つである陰性
荷電した糖タンパク質（ヘパラン硫酸プロテオグリ
カンなど）と，同じく陰性荷電しているタンパク質
分子とが互いに反発しあうという荷電による選択的
透過性（charge　barrier）である。これらの機能によ
って，AlbやTfなどの中分子量以上の血漿タンパク
質（分子量65万以上）は通常，尿中に漏出されな
いD。しかし糖尿病性腎症では，高血糖状態の持続
によって，糸球体過剰濾過，メサンギウム細胞の代
謝異常，グリケーション（糖化反応），酸化ストレス
の充進などが生じ，ヘパラン硫酸プロテオグリカン
の減少によるcharge　barrierの障害と，　IV型コラーゲ
ンの破綻によるsize　barrierの障害が起こり，本来尿
中には排泄されないタンパク質が排泄され，タンパ
ク尿が生じるとされている1＞。
　今回，正常ネコ尿，糖尿病ネコ尿ならびに慢性腎
不全ネコ尿の検体尿を用いたM2D－PAGE分析によ
り，糖尿病ネコ6検体で特異的なスポットを観察す
ることができた。これらのスポットの中には糖尿病
および糖尿病性腎症の指標となるスポットの存在が
期待される。しかし，抗ヒト血清とネコ血清の反応
性のために，すべてのスポットの同定までには至ら
なかった。現在，抗ネコ血清はAlbしか市販されて
いないが，今後は，目的タンパク質の抗ネコ血清に
よるWBを行うことで，糖尿病の進行状況や糖尿病
性腎症の病態の把握が期待される。今回の濃縮操作
を伴わない検体尿を用いるM2D－PAGE分析法は，病
態を知るスクリーニング検査として，その有用性が
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示唆された。
4、要　約
　本研究では糖尿病性腎症の病態を把握するひとつ
として，正常ネコ，糖尿病ネコおよび慢性腎不全ネ
コから採取した尿（0．25μ1）をミクロ2次元電気泳動
（M2D－PAGE：未変性一変性）分析により，タンパク
質スポット（スポット）の動態観察を行った。
　糖尿病ネコ尿では，正常ネコとほぼ同様にスポッ
トaがわずかに観察されるA群と，明瞭なスポットa
に加えスポットa以外の複数スポットが観察される
B群の2群に大別することが可能であった。
　本研究により，濃縮操作を伴わない尿を用いる
M2D－PAGE分析法は臨床獣医におけるスクリーニン
グ検査として有用であることが示唆された。今後は，
標的タンパク質の同定を各種抗ネコ抗体を用いるこ
とで実施し，スポットの定量を行うことで，より適
切に糖尿病の進行状況や糖尿病性腎症の病態の把握
することが可能と考えられる。
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